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Summary 

A modification of the ABC-method (avidin-biotin-peroxidase complex) 
utilizing the proof of virale antigens of coronavirus infection of cats (FIP) 
and parvovirus type 2 infection of dogs 

A modified ABC-method (avidin-biotin-peroxidase complex) is established to demonstrate viral 
antigens in paraffin sections of tissues of coronavirus (FIP) infected cats and parvovirus type 2 infected 
dogs using monoclonal antibodies. The pros and cons and potential sources of error are described and 
discussed. 
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Einleitung 

Die Virusdiagnostik am Paraffinschnitt eroffnet neue Moglichkeiten fiir die Ermitt- 
lung der Atiologie und Erkennung von moglichen Erregerreservoiren. Voraussetzungen 
sind sensiblere Methode und zuverlassigere Lokalisierbarkeit im Vergleich zu der haufig 
verwendeten Immunfluoreszenz. Das Ziel unserer Untersuchung war es, einen immun- 
histochemischen Nachweis von Virusantigen fiir die sogenannte Parvovirose der Hunde 
und fiir die Feline Infektiose Polyserositis (FIP) der Katzen zu etablieren. Fiir dieses 
Vorhaben wurde die Avidin-Biotin-Technik gewahlt. Die Griinde dafiir waren, dafi diese 
Technik zum einen an formalinfixierten Paraffinschnitten angewandt werden kann und 
damit haufig auch retrospektive Untersuchungen erlaubt, die Anfertigung von diinnen 
Schnitten und Dauerpraparaten moglich ist, die notwendigen Reagenzien kommerziell 
erhaltlich sind und einen sensiblen sowie hochspezifischen Nachweis ermoglicht. 

Literaturiibersicht zur ABC-Methode 

Hsu und Mitarbeiter (1981 a; 1981 b) etablierten die ABC-Methode fiir den Nachweis 
von Hypophysen- bzw. Polypeptid-Hormonen. Das Avidin-Biotin-System wurde von 
Guesdon und Mitarbeitern (1979) in die Immunhistochemie eingefiihrt. Grundlage ist die 
aufiergewohnlich hohe Affinitat zwischen Avidin — einem Glykoprotein mit einem 
Molekulargewicht von etwa 68 kD, enthalten im Hiihnereiweifi — und Biotin (Dissozia- 
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tionskonstante = 10 -15 L/Mol). Biotin (Vitamin H; syn.: Coenzyme R), das besonders in 
Leber, Niere, Pankreas und Eigelb vorkommt, hat ein Mol.-Gew. von 244 D. Die Affinitat 
von Avidin zu Biotin ist etwa um den Faktor 10 6 hoher als die meisten Reaktionen 
zwischen Antikorpern und deren homologen Antigenen und fiihrt zu einer nahezu 
irreversiblen Verbindung (Green, 1975). Ein Avidinmolekiil kann vier Biotinmolekiile 
binden. Die Tatsache, dafi die meisten Proteine mit Biotin konjugiert werden konnen, 
fiihrt zu der Moglichkeit, makromolekulare Komplexe zwischen Avidin und biotinilierten 
Enzymen, wie der Meerrettich-Peroxidase, bilden zu konnen (Guesdon u. Mitarb., 1979; 
Heitzmann u. Richards, 1974; Hsu u. Mitarb., 1981 a; 1981 b). Die Meerrettich- 
Peroxidase (HRP, horseradish peroxidase) katalysiert die Oxidation eines Elektronendo- 
nators in Anwesenheit ihres spezifischen Substrates H 2 0 2 . Dabei entsteht zunachst ein 
Primarkomplex aus HRP und H 2 0 2 . Die hamoprostethische Gruppe der HRP wird 
oxidiert und das Peroxid zu Wasser reduziert. In einem zweiten, substratunspezifischen 
Schritt erfolgt die Oxidation des Donators und schlieGlich die Dissoziation des Komplexes. 
Die Einfiihrung von 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) als idealen Elektronen-Donator — 
DAB wird zu einem intensiv braunen, unloslichen Polymer oxidiert (Graham u. Kar- 
novsky, 1966) — fiihrte in Folge zur Etablierung HRP-gekoppelter Antikorper zum 
Nachweis von Antigenen (Lewis u. Mitarb., 1983; Sternberger, 1979) (s. Abb. 1). Wie bei 
alien hochsensitiven immunhistochemischen Verfahren gilt es auch bei der ABC-Methode, 
unspezifische und falsch positive/negative Ergebnisse infolge endogener und/oder exoge- 
ner Reaktionen zu vermeiden. 

Endogene Peroxidasen konnen mit dem Peroxidase-Substrat reagieren und zu falsch 
positiven Ergebnissen fiihren. Viele Zellen verftigen iiber Peroxidase-Aktivitaten, wie z. B. 
Peroxisomen der Leberzellen, Mastzellen, weiGe Blutzellen und durch das Hamoglobin 
auch die Erythrozyten (Heydermann, 1979). Diese Peroxidasen konnen durch eine 
Behandlung mit 0,3%igem H 2 0 2 in Methanol (Straus, 1971; Streefkerk, 1972) eliminiert 
werden. Die exakte Einhaltung dieser Konzentration ist wichtig, da zu hohe Konzentratio- 
nen das Antigen zersetzen, zu niedrige die endogenen Peroxidasen nicht zerstoren. 

Um unspezifische Hintergrundreaktionen — meistens verursacht durch Bindung des 
Antiserums an Kollagen und Bindegewebe — zu vermeiden, mufi vor der Inkubation des 
primaren Antiserums der Schnitt mit einem Protein behandelt werden, das entsprechende 
Stellen im Schnitt zu blockieren vermag. Solch ein Protein kann verdiinntes, nichtimmuno- 
genes Serum von derselben Spezies wie der sekundare Antikorper sein; dadurch wird eine 
Bindung des sekundaren Antikorpers an das Blockserum vermieden; zusatzlich werden 
dadurch Fc-Rezeptoren auf Makrophagen blockiert. Das Blockserum wird im UberschuG 
zugegeben und nur abgekippt, damit eine diinne Lage das Gewebe uberzieht, wenn der 
primare Antikorper zugesetzt wird. Allerdings darf auch nicht zuviel Blockserum verblei- 
ben, da sonst die Gefahr besteht, daG das primare Antiserum verdiinnt wird. Wichtig ist 
auGerdem, daG im Blockserum keine Hamolyseprodukte vorhanden sind, die mit dem 
Peroxidase-Substrat zu reagieren vermogen (Bourne, 1983; Lewis u. Mitarb., 1983; 
Mayersbach, 1967; Burns, 1975; Rasanen u. Mitarb., 1979; Sternberger, 1979). 

Verunreinigtes und/oder falsch konzentriertes H 2 0 2 , niedriger pH der Losung, lange 
Lichteinwirkungen oder Uberlagerung konnen die DAB-H 2 0 2 -Losung unwirksam wer¬ 
den lassen. Deshalb soil die Losung erst kurz vor dem Gebrauch unter Lichtschutz 
hergestellt werden. Der End-pH der Losung sollte bei 7,6 liegen. Dieser pH-Wert ist zwar 
nicht optimal fur die H 2 0 2 -Aktivitat, aber er vermeidet eine spontane DAB-Oxidation 
(Fritz u. Mitarb., 1985; Graham u. Karnovsky, 1966; Sternberger, 1979). DAB wird 
als Kontaktkarzinogen betrachtet (Hanker u. Mitarb., 1977). Weisburger und Mitarbei- 
ter (1978) relativieren dies. In einer Langzeit-Toxizitatsstudie weisen sie nach, daG bei 
mannlichen Ratten nur bei extrem hohen Dosen gelegentlich hepatozellulare Karzinome 
und nur bei mannlichen Mausen broncheolare Adenome und Karzinome auftreten. 

Weitere Quellen fur unspezifische Reaktionen sind unvollstandige Entparaffinierung, 
falsche Serumkonzentrationen — insbesondere zu niedrige Verdiinnungsstufen, die zu 
sterischen Behinderungen der Antikorper-Antigen-Reaktionen fiihren konnen, unvoll- 
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standige Waschungen und fehlerhafte Inkubationen. Aber auch das Hiihnereiweifi-Avidin 
selbst kann zu unspezifischen Farbungen fiihren: Dadurch, dafi sein isoelektrischer Punkt 
(IP) im alkalischen Bereich (IP bei ca. 10) Iiegt, vermag es Molekiile mit sauren Gruppen 
wie Nukleinsauren oder Phospholipide zu binden, was zu unspezifischen Farbungen von 
Zellkernen und Zellmembranen fiihren kann (Green, 1975; Hegeness, 1977; Luppa, 
1986). Falsch negative Farbeergebnisse konnen auftreten, wenn eine Beeintrachtigung oder 
Zerstorung antigener Determinanten vorliegt, was bei hohen Temperaturen fiber 60 °C 
und falscher Fixierung vorkommen kann (Bourne, 1983; Seifert u. Mitarb., 1984). 

Der Ablauf der ABC-Methode nach Hsu und Mitarbeitern (1981 a; 1981 b) enthalt 
folgende wesentliche Schritte (Abb. 1): 

1. Die zu untersuchende Probe wird mit dem primaren Antikorper, der gegen das 
gesuchte Antigen gerichtet ist, inkubiert. 

2. Ein biotinilierter sekundarer Antikorper — gerichtet gegen den primaren — wird 
hinzugeffigt. 

3. Es folgt die Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex. Das im 
Uberschufl verabreichte Avidin wird mit biotinilierter Meerrettich-Peroxidase 
gemischt, wobei sich ein gitterahnlicher Komplex zwischen Avidin und Peroxidase 
ausbildet, und dem Schnitt zugesetzt. Die freie Biotinbindungskapazitat des 
Avidins vermag mit den biotinilierten Antikorpern zu reagieren. 

4. Das Antigen wird durch Zugabe eines Peroxidase-Substrats visualisiert und damit 
lokalisiert. 


Eigene Untersuchungen 
Material 

Sammlung und Einbettung der Gewebeproben 

29 Katzen und 30 Hunde aus dem laufenden Sektionsgut des Instituts fur Veterinarpathologie 
der Freien Universitat Berlin mit dem klinischen Verdacht auf FIP bzw. Parvovirose werden fur die 
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit im Zeitraum 1985—1986 obduziert. Bestatigt sich der 
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Avidin-Biotin-Komplex-Methode (Seifert u. Mitarb., 1984) 
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Krankheitsverdacht bei der makroskopischen Beurteilung, werden bis zu 42 Gewebe aus jeder Katze 
und bis zu 44 Gewebe aus jedem Hund entnommen (Walter, 1987; Dohse, 1987). Danach erfolgt 
eine 36—48stiindige Fixation der Katzengewebeproben im Somogyi-Takagi-Fixationsgemisch 
(Somogyi u. Takagi, 1982). Die Flundegewebeproben werden sowohl im Somogyi-Takagi-Fixations- 
gemisch als auch in neutralem gepufferten Formol nach Lillie und Bouin’scher Losung (Romeis, 1968) 
24—48 Stunden lang fixiert. Danach werden die Proben in 70%igem Alkohol (Fixation nach Bouin 
und Somogyi und Takagi) oder mit Leitungswasser (Fixation nach Lillie) mehrmals gewaschen, 
innerhalb 24 Stunden in aufsteigender Alkoholreihe (70% bis 100%) entwassert sowie nach Xylolbe- 
handlung in Paraffin eingebettet. 


Schnittherstellung 

Aus den Paraffinblocken werden ca. 5 pm dicke Schnitte hergestellt. Die Katzengewebeschnitte 
werden auf normalen Objekttragem aufgezogen und mit Hamatoxilin-Eosin (H. E.) gefarbt. Fiir die 
Immunhistochemie werden Schnitte auf Objekttrager der Firma Menzel-Glaser (Art. 021102, „che- 
misch gereinigt"), die zur volligen Entfettung zwei Tage in Aceton gelagert wurden, mit Hilfe von 
diinn ausgestrichenem und luftgetrocknetem Poly-L-Lysin bzw. mit Hilfe von ausgestrichenem 
0,5%igen Elmar’s Glue (Dakopatts, Hamburg) aufgezogen. Die Hundegewebeschnitte werden auf 
Objekttrager aufgezogen, die nach Mahrous (1986) mit einer Salzsaure-Alkohol-Losung sowie mit 
100%igem Aceton vorbehandelt und mit einer Eiweifilosung beschichtet sind. Die Wahl eines 
geeigneten Adhasives fiir die Immunhistochemie ist wichtig, da durch die erforderlichen haufigen 
Waschvorgange normale Mittel wie Gelatine oder Eiweifi-Glyzerin nicht ausreichen, um ein 
Abschwemmen der Schnitte zu verhindern. Die Firma Vector Laboratories weist darauf hin, da8 das 
in der Eiweifilosung enthaltene Avidin die Farbequalitat beeinflussen kann. Nach dem Aufziehen auf 
die Objekttrager werden die Schnitte fiir 24—48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C getrocknet. 

Reagenzien fiir die Fixation 
Somogyi-Takagi-Fixationsgemisch, pH 7,2—7,4 
(Somogyi u. Takagi, 1982) 

a) 5,001 SdRENSEN-Phosphatpuffer, pH 7,4; 

b) 1,501 Pikrinsaure, gesattigt (entspricht 0,2%); 

c) 3,481 Paraformaldehydlosung, die 400 g depolymerisiertes Paraformaldehyd enthalt (ent¬ 
spricht 4 %); 

d) 20ml Glutaraldehyd, 25%ig (entspricht 0,05 %). 

SoRENSEN-Phosphatpuffer: 0,81 Stammlosung I + 4,21 Stammlosung II; 

Stammlosung I: 9,078 g KH 2 PO, in 1000 ml Aqua dest.; 

Stammlosung II: 48,879 Na 2 HPO, x 2 H 2 0 in 4,21 Aqua dest.; 

1 n NaOH tropfenweise hinzufugen, bis sich das Paraformaldehyd lost. Danach filtrieren und 
abkiihlen. 


Bouin’sche Losung 

(Romeis, 1968) 

a) 15 ml gesattigte, wafirige Pikrinsaure; 

b) 5 ml Formol 40%ig; 

c) 1 ml Eisessig. 

Die Vereinigung der vorratig gehaltenen Fliissigkeiten erfolgt unmittelbar vor Gebrauch. Fixiert 
wird bei Zimmertemperatur. 

Neutrales, gepuffertes Formol nach Lillie, pH 7,0 

(Romeis, 1968) 

a) 100 ml Formaldehyd, 40 %ig; 

b) 900 ml Aqua dest.; 

c) 4 g NaH 2 PO, x H 2 0 (Natriumdihydrogenphosphat); 

d) 6,5 g Na 2 HP0 4 (Dinatriumhydrogenphosphat, wasserfrei). 

Die Fixation erfolgt bei 4 °C im Kuhlschrank. 

Benutzte Materialien fiir die Immunhistochemie 
— Aqua bidestillata; 

— 0,3 % H 2 0 2 in Metanol (frisch!); 

— 1 %ige Salzsaure-Alkohol-Losung (Mahrous, 1986); 
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— Eiweifildsung (Mahrous, 1986); 

— PBS (phosphate-buffered saline) 10 mM bei pH = 7,6; 

— Tris-HCL (Hydroxymethyl-aminomethan)/PBS-Waschpuffergemisch 0,05 M; 

— TBS (tris-buffered-saline), 0,05 M, pH 7,6 (Mahrous, 1986); 

— Monoklonale Antikorper (5-3 FioA 7 B 1 H|o und 5-1 F 4 H 9 HB 10 H 2 ) gegen das Nukleokapsid- 
antigen des FIPV gewonnen aus Mause-Aszites (freundlicherweise von Prof. Pedersen, 
Davis, California/USA zur Verfiigung gestellt) in Verdiinnungsstufen von 1 :10 bis 1 :2000; 

— Monoklonale Antikorper gegen das Parvovirusantigen (freundlicherweise von Herrn Direk- 
tor A. Aubert, Fa. Virbac, Frankreich zur Verfiigung gestellt), optimale Verdunnungsstufe 
1:600; 

— Vectastain: Normal horse serum (1:70 in TBS verdiinnt); 

— Anti-Maus-Serum, gewonnen aus Pferden, biotiniliert (Vector Lab.; Camon; Cat. Nr.: BA 
2000) 1:200 in PBS bzw. in 0,05 M TBS fur den Parvovirusantigennachweis verdiinnt; 

— Vectastain (R) ABC Kit (Standard): Avidin DH und Meerrettich-Peroxidase 

(Vector Lab.; Camon; Cat. Nr.: PK 4000); das Kit enthalt Tropfflaschen mit den jeweiligen 
Reagenzien und eine Flasche fur die Mischungen; die Konstruktion des Tropfen-Dispensers 
ermoglicht exakte Tropfen von durchschnittlich 45 —50 pi; 

— Peroxidase-Substrat: DAB-H 2 0 2 -Gemisch; 

Substratlosung DAB-H 2 0 2 (Mahrous, 1986); 

— Monolayer von fcfw (Felis catus whole foetus) Zellen (Pedersen u. Mitarb., 1981) (freund¬ 
licherweise von Prof. Horzinek, Utrecht/Holland zur Verfiigung gestellt); 

— PS-Zellinie, fetale Schweinezellinie des Instituts fiir Virologie der FU Berlin; 

— kulturadaptiertes FIPV (freundlicherweise von Prof. Horzinek, Utrecht/Holland zur Ver- 
fiigung gestellt). 


Rezepturen fiir die Immunhistochemie 
(Fiir die Ansatze werden analysenreine Chemikalien verwendet) 

Poly-L-Lysin: 10 mg Poly-L-Lysin in 10 ml Aqua dest. losen und bei Kuhlschranktemperaturen 
aufbewahren. 

ELMAR’s GLUE: 0,5%: 0,5 ml in 100 ml Aqua bidest. bei 60 °C auflosen. 

l%ige Salzsaure-Alkohol-Losung (Mahrous, 1986): 

a) 990 ml 70%iges Athanol; 

b) 10 ml konzentrierte 37%ige HC1. 

Die Objekttrager werden zur Entfettung 24 Stunden lang in diese Salzsaure-Alkohol-Losung 
gelegt und anschliefiend mindestens 4 mal 3 Minuten mit Aceton behandelt und an der Luft 
getrocknet. 

Eiweifildsung (Mahrous, 1986): 

a) Eiweifi von einem frischen Ei; 

b) 1 ml Ammoniumhydroxyd; 

c) ad 11 Aqua dest. 

Die zusammengefiihrten Materialien werden 10 Minuten mit dem Magnetriihrer geriihrt und 
durch groben Mullstoff filtriert. Da die Losung nicht haltbar ist, mull sie jeweils vor Gebrauch neu 
hergestellt werden. Die Objekttrager miissen eine Minute in der Eiweifilosung bleiben, werden danach 
bei 160 Upm 10 Minuten lang geschleudert und im Brutschrank bei 60 °C 24 Stunden lang getrocknet. 
Die Beschichtung auf den Objekttragern ist dann unbegrenzt haltbar. 

0,3 % H 2 0 2 -Methanol: 1 ml 30%iges H 2 0 2 + 90 ml Methanol. 

PBS (phosphate-buffered saline) 0,1 M, pH 7,4: 

Losung I: 3,56 g Na 2 HP0 4 x2H 2 0 + 17,40g NaCl in 2000 ml Aqua bidest. losen; 

Losung II: 1,38 g NaH 2 P0 4 xH 2 0 in 1000 ml Aqua bidest. losen; Losung I mit Losung II auf 
pH 7,4 einstellen: (ca. 5 Teile I und 1 Teil II). Die Losungen I und II sind ca. 14 Tage im Kiihlschrank 
haltbar. 

Tris-HCl-Stammlosung: 0,1 M, pH 7,4: 

12,11 g Tris (Tris[Hydroxymethyl]-aminomethan: Trizma-Base von Sigma, No. T.-1503; MG = 
121,1) in 1000 ml Aqua bidest. losen und mit Trizma-HCl (Tris[hydroxymethyl]aminomethan- 
Hydrochlorid von Sigma, No. T.-3253; MG = 157,6) den pH einstellen. 

TBS (tris-buffered-saline) 0,05 M, pH 7,6 (Mahrous, 1980): 

a) Tris-HCl-Losung 0,5 M: 

Tris [hydroxymethyl]-aminomethan-Hydrochlorid (TRIZMA-HC1, MG = 157,6; SIGMA); 
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b) Tris-Base-Losung 0,5 M: 

Tris-Base (TRIZMA-Base, MG - 121,1; SIGMA); 

c) Stammlosung (Tris-Puffer-Losung 0,5 M, pH 7,6); 

1 Teil Tris-Base-Losung 0,5 M; 

9 Teile Tris-HCl-Losung 0,5 M. 

Tropfenweise wird mit einer der beiden Losungen der pH auf 7,6 eingestellt. 

d) Gebrauchslosung (Tris-Puffer-Losung) 0,05 M, pH 7,6: 

500 ml Stammlosung (0,5 M); 

225 ml 18%ige NaCl-Losung; 
ad 4275 ml Aqua dest. 

Tropfenweise wird mit Tris-Base oder Tris-HCl-Losung der pH auf 7,6 eingestellt. Die 
Losungen werden bei Kiihlschranktemperatur aufbewahrt. 

NHS (Normal horse serum) 1:50 (Camon, Cat. Nr.: S2000): 100 pi NHS werden mit 5 ml PBS 
verdiinnt. 

Fur den Parvovirusantigennachweis: NHS (Normal horse serum) wird mit 10 ml TBS auf 1:70 
verdiinnt. 

Anti-Sera in verschiedenen Verdiinnungsstufen: 

Zum Einsatz gelangen Katzen-Anti-FIPV-Sera und monoklonale Antikorper gegen das 
Nukleokapsid des FIPV, die mit PBS verdiinnt werden. 

Die monoklonalen Antikorper gegen das Parvovirusantigen werden mit 0,05 M TBS (pH 7,6) 
auf 1:600 verdiinnt. 

Anti-Maus-Serum, biotiniliert (Vector Lab., Camon, Ba 2000): Das Serum, das als 1,5 mg 
Lyophilisat geliefert wird, mufi mit 1 ml Aqua bidest. aufgelost, danach mit PBS bzw. mit 0,05 M TBS 
auf 1:200 verdiinnt werden. 

ABC-Reagenz (Vector Lab., Camon: Vectastain ABC Standard Kit Cat. Nr.: PK 4000): Die 
Gebrauchslosung besteht aus Avidin-DH und biotinilierter Merreettich-Peroxidase und wird wie 
folgt hergestellt: 100 pi Avidin DH (Reagenz A) mit 10 ml PBS bzw. mit 0,05 M TBS mischen, dann 
100 pi biotinilierte Meerrettich-Peroxidase (Reagenz B) hinzugeben und mischen. Diese Losung mufi 
kurz vor Gebrauch hergestellt werden. 

Peroxidase-Substrat: Besteht aus gleichen Teilen 0,02 % H 2 0 2 und 0,1% (1 mg/ml) DAB: 
0,1 ml H 2 0 2 30 %ig in 150 ml Aqua dest. losen. 

3,3' Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB)-Losung: lOOmg DAB in 100ml Tris-HCl 
0,1 M, unter Lichtschutz etwa 10 min im Magnetriihrer losen und anschliefiend filtrieren. End-pH 7,6. 

Jeweils 100 ml Peroxidase und 100 ml DAB kurz vor dem Gebrauch zusammengeben. 

Substratlosung DAB-H 2 0 2 (Mahrous, 1986): 

a) 9 Teile Tris-HCl-Losung, 0,05 M; 

1 Teil Tris-Base-Losung 0,05 M. 

Bei Zimmertemperatur wird die Pufferlosung zunachst auf den pH 7,3 eingestellt. 

b) Zugabe von 50mg 3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB, SIGMA, chemical com¬ 
pany) pro 100 ml dieser Pufferlosung. Im Eisbad wird die DAB-Losung unter Lichtschutz 40 
Minuten lang mit einem Magnetriihrer geriihrt, mit Tris-Base auf den pH 7,6 eingestellt, 
filtriert und abschliedend 0,l%ige H 2 0 2 -Losung im Verhaltnis 1 :100 zugegeben. 

Die biotinilierten Reagenzien sind bei 4 °C etwa zwei Jahre haltbar (Hsu u. Mitarb., 1981 b). 

Kontrollen 

Kontrolle des primdren Antiserums 
Positivkontrollen 

In Vorversuchen werden die monoklonalen Antikorper mit Hilfe der indirekten Immunfluores- 
zenz (ilF) getestet 1 . Dabei sollte FIPV in der fcwf-Linie (zur Charakterisierung der Zellen und des 
FlPV-Wachstums siehe Pedersen u. Mitarb., 1981) und TGEV in porkiner Zellinie (PS) nachweisbar 
sein. Folgender methodischer Ablauf wird verwendet: 

1. Aceton-Fixation der mit FIPV bzw. TGEV infizierten Zellkulturen (fcwf und PS) auf 
Objekttrager; 


1 Wir bedanken uns bei Frau Renate Lefert vom Inst. f. Virologie der Freien Universitat Berlin fur ihre 
Hilfestellungen bei Pflege der Zellkulturen und des FlPV-Stammes sowie fur ihre Unterstiitzung bei 
der Ausfiihrung und Auswertung der ilF-Untersuchungen. 
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2. Spiilen in PBS; 

3. Inkubation der monoklonaJen Antikorper im Brutschrank: 30 min bei 37 °C; 

4. Waschen: 2 xje 5 min in PBS; 

5. Inkubation mit FITC-konjugiertem Protein A (1:30 in PBS verdiinnt fur 30min bei 37 °C); 

6 . Waschen: 2 x je 5 min in PBS; 

7. Gegenfarben mit Evans Blue (1 % in PBS fur 2 min); 

8 . Spiilen in Aqua dest.; 

9. Auswertung im Fluoreszenzmikroskop: Positive Reaktion: helles gelbgriines Aufleuchten im 
roten Umfeld. 

AnschlieSend wird FIPV in der fcwf-Linie und TGEV in porkiner Zellinie mit der ABC- 
Methode nachgewiesen (Abb. 2). 

Parallel zur ABC-Methode werden die Hundegewebeproben mit der direkten Immunfluores- 
zenz untersucht. Als Positivkontrollen gelten die durch die direkte Immunfluoreszenz bestatigten 
parvopositiven Gewebeproben. 


Negativkontrollen 

Gewebe einer SPF-Katze werden mit der ABC-Methode untersucht. 

Fur die Durchfiihrung der Negativkontrollen beim Parvovirusantigennachweis ist es nicht 
moglich, parvovirusfreie Welpen gleichen Alters als Kontrolltiere zu bekommen. In den Zuchtbetrie- 
ben besteht ein Parvovirusvorkommen, weshalb sowohl Muttertiere als auch Welpen geimpft sind. 
Aufgrund der Parvovirusprasenz und Impfvirusausscheidung ist davon auszugehen, daft diese Welpen 
damit Virustrager sind. Zur Kontrolle der Reaktionsspezifitat wird deshalb zu jedem positiven Schnitt 
eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Dabei wird der primare Antikorper weggelassen und durch das 
verbleibende Normalserum vom Pferd ersetzt. 

Immunhistochemische Kontrollen 

Inkubation der Schnitte fur 20 min mit verdiinntem Normalserum anstelle des primaren Antise¬ 
rums, gewonnen aus der gleichen Tierart wie das sekundare Antiserum. 

Ersatz des primaren Antiserums durch lOmM PBS-Puffer. 

Ersatz der biotinilierten Anti-Maus-IgG durch unkonjugiertes Immunglobin (NS). 

Kontrolle sonstiger Fehlerquellen 

Hamosiderin und Bilirubin sind Pigmente, die einer positiven ABC-Reaktion ahneln und 
dadurch ein falsch-positives Ergebnis hervorrufen konnen. Zur Kontrolle werden alle Schnitte von 
Hundegewebeproben, die dem retikulohistiozytaren System angehoren, mit der Berliner-Blau- 
Methode nach Lison (Romeis, 1968) fiir den Hamosiderinnachweis und teilweise mit der Gmelin- 
schen Reaktion (Burck, 1973) fur den Bilirubinnachweis gefarbt. 

Von den Katzengewebeproben werden Knochenmark-, Leber-, Milz-, Lymphknoten- und 
Lungenschnitte mit der Berliner-Blau-Reaktion kontrolliert. 

Beide Pigmente sind auch in den Negativkontrollen zu beobachten. 

Daneben konnen Artefakte wie Gegenfarbungspigmente oder Kristalle der Fixationslosungen 
(Bourne, 1983) von einer positiven Reaktion abgegrenzt werden, weil sie auch in den Negativkon¬ 
trollen wiederzufinden sind und nicht zellgebunden im ganzen Schnitt verteilt liegen. 


Spezifitat der Anti-FIP-Seren 

Samtliche Seren mit Ausnahme einer Probe der monoklonalen Antikorper (5-1 F 4 FB 10 H 2 ) zeigen 
in der ilF positive Reaktionen sowohl auf FlPV-infizierter fcwf-Linie als auch auf TGEV-infizierter 
PS-Linie. 


Arbeitsablauf ABC-Methode 

In Vorversuchen werden die einzelnen Schritte der ABC-Methode mit verschiedenen Seren bei 
unterschiedlichen Inkubationszeiten und Temperaturen ausgetestet. Dabei ergibt sich folgendes: 

Die Wahl eines geeigneten Adhasivums fiir das Aufziehen der Schnitte auf Objekttrager erweist 
sich als grofies Problem. Bedingt durch die haufigen Waschungen besteht die Tendenz, dafi viele 
Gewebe im Laufe der ABC-Prozedur abschwimmen. Bei den Katzengewebeschnitten zeigt sich, dafi 
mit Poly-L-Lysin aufgezogene Schnitte sich haufig vom Objekttrager losen. Als ein geeignetes 
Adhasivum erweist sich dagegen bei den Katzengewebeschnitten die Beschichtung mit Elmar’s Glue 
und bei den Hundegewebeschnitten die EiweiSbeschichtung nach Mahrous (1986). 
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Einen befriedigenden Nachweis von FIPV-Antigen ermoglicht die Antikorperprobe "5-3 
F !0 A 7 BiH ) 0 " bei einer Verdiinnung von 1:800. 

Die gegen das Parvovirusantigen gerichteten monoklonalen Antikorper zeigen bei einer Verdiin- 
nung von 1:600 die besten Nachweisergebnisse. 

Die niedrigste Background-Einfarbung kann bei 24stiindiger Inkubation der monoklonalen 
Antikorper bei Kiihlschranktemperatur (4 °C) erzielt werden. Eine nochmals deutliche Reduzierung 
unspezifischer Anfarbung wird durch Inkubation der Substratlosung im Eisbad (bei 4 °C) erreicht. 

Die anderen Schritte der ABC-Methode konnen ohne nennenswerte Zunahme der unspezifi- 
schen Farbung bei Zimmertemperatur durchgefuhrt werden. 


Ergebnisse 

Als Ergebnis der Vorversuche werden folgende Arbeitsablaufe etabliert: 

A. FIP-Nachweis 

1. Entparaffinieren in Xylol und absteigende Alkoholreihe (Xylol iiber 100%igen 
bis 50%igen Alkohol und Aqua dest. jeweils fur 5 min). 

2. Wassern in Aqua bidest. fur 5 min. 

3. Waschen in PBS-Puffer fiir 2 mal 20 min. 

4. Inkubieren mit 1:50 verdiinntem NHS (Vector Lab.; Camon, Wiesbaden) fiir 
20 min in der feuchten Kammer. 

5. Abkippen des NHS. 

6. Inkubation mit monoklonalen Antikorpem, verdunnt auf 1:800, in der feuchten 
Kammer bei 4 °C fur 24 h bzw. bei Raumtemperatur fiir 30 min. 

7. Waschen in PBS-Puffer fur 10 min. 

8. Inkubation mit 1:200 verdiinntem biotinilierten Antiserum (Vector Lab.; 
Camon, Wiesbaden) fiir 45 min. 

9. Waschen in PBS-Puffer fur 10 min. 

10. Inkubation der Schnitte fur 30 min in 0,3% H 2 0 2 -Methanol zur Eliminierung 
endogener Peroxidasen. 

11. Inkubation mit Avidin DH-biotinilierter Meerrettichperoxidase verdiinnt in PBS 
(Vectastain ABC-Reagenz, Vector Lab.; Camon, Wiesbaden) fiir 45 min. 

12. Waschen PBS fiir 10 min. 

13. Inkubation in Peroxidase-Substrat fiir 5—45 min im Eisbad bei etwa 4 °C. Nach 
5 min wird der Schnitt mikroskopisch auf die braunen Substratprodukte kontrol- 
liert; danach jede Minute. Die Inkubation wird beim Sichtbarwerden der DAB- 
Oxide abgebrochen. Sind nach 45 min noch keine Reaktionen sichtbar, ist der 
Nachweis mifilungen. 

14. Waschen in Wasser fur 5 min. 

15. Gegenfarben mit konzentriertem Hamatoxylin nach Meyer fiir 30 sec. 

16. Wassern in Leitungswasser fiir 10 min. 

17. Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe, Waschen in Xylol, Abtropfen und 
Eindecken mit Kanadabalsam. 

B. Die ABC-Methode wird zum Nachweis von Parvovirusantigen im wesentlichen 
nach der Anleitung von Mahrous (1986) durchgefiihrt: 

1. 30 min lang in Xylol entparaffinieren, in der absteigenden Alkoholreihe 
(100%—50%) rehydrieren und fiir 10min in Aqua dest. waschen. 

2. Inkubation der Schnitte fiir 35 min in 0,3%igem H 2 0 2 -Methanol. 

3. Waschen in 0,05 M TBS-Puffer (pH 7,6) 2 mal 20 min. 

4. Inkubieren mit 1:70 verdiinntem Normalserum fiir 20 min in der feuchten 
Kammer. 

5. Abkippen des Normalserums und mit Filterpapier um den Schnitt herum zusatz- 
lich antrocknen. 

6. Inkubation mit den monoklonalen Antikorpern, verdunnt auf 1:600 in der 
feuchten Kammer bei 4 °C iiber Nacht. 

7. Waschen mit 0,05 M TBS-Puffer (pH 7,6) fur 10 min. 
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8. Inkubation mit 1:200 verdiinntem biotinilierten Antiserum, 30 min lang in der 
feuchten Kammer. 

9. Waschen mit 0,05 M TBS-Puffer (pH 7,6) fiir 10 min. 

10. Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex 1 Stunde lang in der 
feuchten Kammer. 

11. Waschen mit 0,05 M TBS-Puffer (pH 7,6) 10min lang bei 4—6°C. 

12. Inkubieren in DAB-H 2 0 2 nach Mahrous (1986) bei 4—6°C 20 min lang. 

13. Waschen in fliefiendem Leitungswasser fiir 10 min. 

14. Kemfarbung mit Hamalaun nach Meyer fur 30 sec. 

15. Waschen in fliefiendem Leitungswasser fur 10 min. 

16. Dehydrieren in der aufsteigenden Alkoholreihe (50 % — 100 %), Xylolbehand- 
lung, Eindecken in Kanadabalsam. 

Nach jedem Waschen wird der Objekttrager bei beiden Nachweisen um den histolo- 
gischen Schnitt herum mit Fliefipapier abgetrocknet, wobei der Schnitt feucht bleiben muE. 

Bewertung der Reaktion 

Bei einem positiven Ergebnis zeigen antigenhaltige Zellen eine deutliche feinkornige, 
grobschollige oder homogene dunkelbraune Anfarbung (Abb. 3, 4, 5). 

Diskussion 

In den ersten Darstellungen der ABC (Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex)-Methode 
(Hsu u. Mitarb., 1981a; 1981b) werden nur unzureichende Angaben iiber gewebe- und 
antigenschonende Probenfixation mitgeteilt. Fiir die Etablierung der ABC-Methode mit 
monoklonalen Antikorpem wird in dieser Studie die Fixation der entnommenen Katzenge- 
webeproben mit dem SoMOGYi-TAKAGi-Fixationsgemisch (Somogyi u. Takagi, 1982) 
vorgenommen. Die fiir die Fixierung der Hundegewebeproben verwendeten drei Fixa- 
tionslosungen (Bouin; Somogyi-Takagi; Lillie) entsprechen den Anforderungen ebenfalls, 
wobei die gepufferte Formolldsung nach Lillie am giinstigsten erscheint, da sie schnell 
hergestellt werden kann und nicht wie die Bouin’sche Losung vor jedem Gebrauch neu 
angesetzt werden muE. 

Da Hsu und Mitarbeiter (1981 a; 1981 b) keine Hinweise zur Auswahl eines geeigne- 
ten Adhasivums zum Aufziehen der Schnittpraparate mitteilen, ist nach Vorversuchen fur 
die vorliegende Aufgabenstellung Elmar’s Glue (Katzengewebeschnitte) als einfach hand- 
habbares Reagenz eingefiihrt worden. Mit der Verwendung einer EiweiSlosung steht fur 
den Antigennachweis beim Hund ein geeignetes Adhasivum zur Verfiigung. Auch die 
Temperaturangaben und Inkubationszeiten, die Hsu und Mitarbeiter (1981 a; 1981 b) fiir 
Peptid-Hormon-Untersuchungen vorgeben, sind fur einen Virusantigennachweis ungeeig- 
net. Mit den fur die vorliegenden Untersuchungen erarbeiteten Inkubationszeiten und 
Inkubationstemperaturen ist ein Antigennachweis mit guten und reproduzierbaren Ergeb- 
nissen moglich. Nachteilig bei der ABC-Methode ist allerdings weiterhin die unspezifische 
Anfarbung von Pankreas-, Muskel- und Bindegewebe, die bei den Hundegewebeproben 
auch in Epithelien (respiratorisches Epithel der Trachea und Ubergangsepithelien der 
Harnblase), Ausfiihrungsgangen der Gl. lacrimalis und Gl. parotis, Nebenniere, Grofihirn, 
Riickenmark, N. ischiadicus und Markschicht des Kleinhirns aufzufinden sind. Es ist nicht 
auszuschliefien, dafi das in der Eiweifilosung enthaltene Avidin fur die unspezifischen 
Reaktionen mitverantwortlich ist. 

Mit den monoklonalen Antikorpem gelingt es in der vorliegenden Untersuchung 
erstmals, eine modifizierte ABC-Methode fiir den Nachweis des Coronavirusantigens bei 
der FIP-Erkrankung bzw. des Parvovirusantigens bei der Parvovirose des Hundes zu 
etablieren (Dohse u. Rudolph, 1988; Walter u. Rudolph, 1988). 

Allgemein sind immunhistochemische Methoden wie die PAP (unlabeled antibody 
peroxidase-antiperoxidase) je nach Fragestellung 20- bis lOOOfach sensitiver als die indi- 
rekte Immunfluoreszenz (Sternberger, 1979); die ABC-Methode wiederum soil 20- bis 
40fach sensitiver als die PAP-Technik sein (Hsu u. Mitarb., 1981 b). 
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Zusammenfassung 

Es wird eine modifiziene ABC-Methode (Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex) vorgestellt, die 
es ermoglicht, virale Antigene bei der Coronavirusinfektion der Katze (FIP) und der Parvovirus- 
Typ2-Infektion des Hundes mit Hilfe monoklonaler Antikorper in Paraffinschnitten nachzuweisen. 
Vor- und Nachteile sowie mogliche Fehlerquellen werden dargestellt und diskutiert. 
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